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i n c l u d i n g 18 fa t a l i t i e s (2 8 )
T h e G e o g r a p h i c D i s t r i b u t i o n o f t h e J a p a n e s e E n c e p h a l i t i s
S e r o c o n n p l e x o f t h e F a m i l y F l a v i r i d a e , 2 0 0 0
^
t
^ S t L o u i s e n c e p h a l it i s
O R o c i o a n d S t L o u i s (B r a z i l )
€ ^ W e s t M it e v i r u s
O J a p a n e s e e n c e p h a l it i s
^ ^ W e s t t i j t e a n d J a p a n e s e e n c e p h a l i ti s
*^ J a p a n e s e a n d M u r r a y V a Me y e n c e p h a l i t i s
O * M u r r a y V a l l e y a n d K u n j f n
F i g u r e 3 G e o g r a p h i c d i s t ri b u t i o n o f t h e JE v i r u s e s s e r o c o m p le x ( S o u r c e : C D C , 2 0 0 1)
T h e f i r s t r e c o r d e d c a s e s o f WN V i n th e w e s t e r n h e m i s p h e r e o c c u r r e d i n h u m a n s .
h o r s e s a n d w i l d b i r d s i n N e w Y o rk C i t y i n 19 9 9 ( 1 , 2 , 6 , 7- 10 , 1 1- 15 ) . O r i g i n a l l y , t h e s e
c l i n i c a l c a s e s o f e n c e ph a l i t i s o r m e n i n g i t i s w e r e d i a g n o s e d a s St . L o u i s E n c e p h a l i t i s v i r u s
i n f e c t i o n s ( SL E ) (2 , 4 , 6 , 9 ) S u r pr i s e d b y t h e v i r u l e n c e a n d h i gh m o r t a l i t y a s s o c i a t e d w i t h
t he a v i a n i n fe c t i o n s , v e t e r i n a r i a n s a t t h e B r o n x z o o r e q u e s t e d th e C D C t o d o m o r e
s p e c i f i c t e s t i n g a r g u i n g t h a t c a s e s o f SL E i n a v i a n s p e c i e s a r e r a r e l y f a t a l . R e s u l t s o f
f u r t h e r g e n o m i c a n a l y s i s a n d s e qu e n c i n g o f t h e v i r a l s p e c im e n s i s o l a t e d fr o m c l i n i c a l l y
i n f e c t e d h u m a n s a n d a n i m a l s r e v e a l e d WN V a s th e c a u s a t i v e a g e n t o f i n f e c t i o n
(2 , 5 , 1 1, 12 ) . A p o s s i b l e e x p l a n a t i o n f o r t h e m i s d i a gn o s i s o f SL E w a s t h e s im i la r ge n e t i c
c o n s t i t u t i o n o f m e m be r s o f t h e fa m i l y F l a v i v i r i d a e A l l fl a v i v i r u s e s a r e c l o s e l y r e l a t e d
a n t i g e n i c a l l y , w h i c h a c c o u n t s f o r t h e s e r o l o g i c c r o s s - r e a c t i o n s o b s e r v e d i n t h e i n i t i a l
d i a g n o st i c l a b o r a t o r y ( 1, 4 )
A l t h o u g h m e m b e r s o f t h e JE se r o c o m p l e x s ha r e s o m e a n t i g e n i c d e t e r m i n a n t s ,
g e n o m i c c h a r a c t e r i s t i c s a t t h e g e n u s l e v e l a r e s i g n i fi c a n t e n o u gh t o r e q u i r e i n d i v i d u a l
v a c c i n e d e v e l o pm e n t T h e e x i s t i n g n e e d f o r a c c u r a t e i d e n t i fi c a t i o n o f WN V i n f e c t i o n s f o r
b o th t r e a t m e n t a n d s u r v e i l l a n c e
,
h a s r e s u l t e d i n a n i n c r e a s e d i n t e r e s t i n t h e d e v e l o pm e n t
o f s e r o l o g i c a l a n d b i o c h e m i c a l d i a g n o s t i c t e s t s a n d v a c c i n e d e v e l o p m e n t . C u r r e n t l y , t h e r e
a r e n o a p p r o v e d v a c c i n e s a v a i l a b l e t o p r o t e c t h u m a n s f r o m WN V o r a n y o th e r
fl a v i v i r u s e s . D u e t o t he c l o s e a n t i ge n i c r e l a t i o n s h i p s b e t w e e n t h e fl a v i v i r u s e s , a c u t e - a n d
c o n v a l e s c e n t - p h a s e s e r u m sp e c i m e n s fr o m p a t i e n t s a r e r e q u i r e d t o a s s e s s a n t i b o d y
r e s p o n s e t o i n f e c t i o n . V i r o l o g i s t s h a v e d i v i de d WN V ge n e t i c a l l y i n t o tw o l i n e a g e s : WN l
a n d WN 2 ( 1) , O n l y m e m b e r s o f t h e l i n e a g e WN l v i r u s e s h a v e b e e n a s s o c i a t e d w i th
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c l i n i c a l e n c e p h a l i t i s o r m e n i n g it i s . L i n e a g e WN 2 v i r u s e s a r e m a i n t a i n e d i n e n z o o t i c f o c i
i n A fr i c a a n d h a v e n o t b e e n a s s o c i a t e d w i th c l i n i c a l d i s e a s e . A c c o r d i n g t o t h e C e n t e r s o f
D i s e a s e a n d P r e v e n t i o n ( CD C ), t he c l o s e s t r e l a t iv e o f N Y 9 9 WN V i s a v i r u s c i r c u l a t i n g
i n I s r a e l ( I s r 9 8 ) fr o m 19 9 7 t o 2 0 00 ( 1) . T h e c l o s e g e n e t i c r e l a t i o n sh i p b e t w e e n WN V
i so l a t e s fr o m I s r a e l a n d N e w Y o r k s u ^ e s t s t h a t t h e v i r u s w a s im p o r t e d i n t o N o r t h
A m e r i c a fr o m t h e M id d l e E a s t ( 1, 2 , 8 , 1 1) .
T h e e x a c t m e c h a n i sm o f WN V i n fr o d u c t i o n i n t o t h e w e s t e r n h e m i sp h e r e (e . g .
i n f e c t e d b i r d
,
m o s q u i t o , h u m a n o r a n o t h e r v e r t e b r a t e h o s t ) i s n o t k n o w n a t t h e p r e s e n t
t im e ( 1, 2 ) . A s t r i k i n g f e a t u r e o f t h e WN V v a r i a n t f o u n d i n t h e U n i t e d St a t e s i s t h e h i gh
n u m b e r o f a v i a n d e a t hs d u r i n g o u t b r e a k s , p a r t i c u l a r l y i n t h e f a m i l y C o r v i d a e (c o m m o n
c r o w , fi sh c r o w , b l u e j a y ) ( 1, 2 ) (T a b l e 2 ).
A v i a n p a th o g e n e s i s i s c h a r a c t e ri z e d b y i n v o l v e m e n t o f v i s c e r a l o r g a n s , w i t h d e a th s
fr o m m y o c a r d i t i s a n d e n c e p h a l i t i s . WN V i s s h e d i n c l o a c a l fl u i d s , a n d b i r d - t o - b i r d
fr a n sm i s s i o n m a y o c c u r b y t h e o r a l - f e c a l r o u t e o r i n g e s t i o n d u r i n g p r e d a t i o n . M o r t a l i t y o f
e x p e ri m e n t a l l y i n f e c t e d A m e ri c a n C r o w s w i t h t h e N Y 9 9 WN V v a ri a n t i n 2 0 0 0 w a s 9 7%
( 1), w h i l e i n h o r s e s a n d h u m a n s i t w a s 3 8% a n d 10% , r e s p e c t i v e l y ( 13 , 14 ). I n f e c t i o n o f
o n e l a bo r a t o r y t e c h n i c i a n h a s b e e n do c u m e n t e d s u g g e s t in g t h a t v i r u s c a n be a e r o s o l i z e d
( 15 ). WN V i s c l a s s i fi e d b y t h e CD C a t B i o h a z a r d L e v e l 3 (2 4 ).
N a t u r a l WN V t r a n sm i s s i o n c y c l e i n v o l v e s t h e i n t e r a c t i o n o f C u l e x m o s q u i t o e s ,
w i l d b i r d s a n d p o s s i b l y b a t s a s v i r e m i c h o s t s (F i g u r e 4 ). T o t h i s d a t e i t h a s n o t b e e n
d e m o n s t r a t e d b y e x p e ri m e n t a t i o n t h a t i n c i d e n t a l h o s t s (e . g , h u m a n s , h o r s e s ) p l a y a
s i g n i fi c a n t r o l e i n h o r s e - t o - h o r s e o r h u m a n - t o - h u m a n i n f e c t i o n s V i r e m i c s t a t e a c h i e v e d
6
i n i n c i d e n t a l h o s t s a r e n o t c o n s i d e r e d h i g h e n o u g h t o i n f e c t m o s q u i t o e s a n d t o p e r p e t u a t e
t r a n s m i s s i o n ( 1, 4 )
T a b l e 2 . S p e c i e s f o u n d p o s it i v e f o r t h e WN V in su r v e il la n c e e fl fo rt s
( S o u r c e :U SG S- N WH C )
B i t e rn , L e a s t
B l a c k b i r d , R e d - w i n ge d
B lu eb i r d , E a s t e r n
C a r d i n a l , N o r t he r n
C a t b i r d , G r a y
Ch i c k ad e e , B l a c k - c a p pe d
C o r m o r a n t , D o u b l e - c r e s t ed
Co w b i r d , B r o w n
- he a de d
C r o w
,
A m e r i c a n
Cr o w , Fi s h
D o v e
,
M o u r n i n g
D u c k
,
M a l l a r d
F i n c h , H o u s e
F l i c k e r
,
N o rt h e rn
G o ld fi n c h , A m e r i c a n
G o o s e , C a n a da
C r a c k l e , Co mm o n
G r o u s e
,
Ru f fe d
G u l l , G r e a t B l a c k - b a c k e d
G u l l
,
H e r r i n g
G u l l , R i n g
- b i l l e d
H a w k
,
B r o a d - w i n ge d
H aw k , Co o p e r
'
s
H a w k , R e d - t a i l e d
H aw k
,
Sh a r p - s h i n n e d
H e r o n , G r e a t B l u e
H e r o n , G r e e n
H u m m in gb i r d , R u b y - t h r o a t e d
I x o b ry c h u s s i n e n s i s
A g e l a i u s p ho e n i c e u s
S i a l j a s i a l i s
C a r d i n a l i s c a r d i n a l i s
D u m e t e l l a c a r o Un e n s i s
P o e c i l e a t ri c a p i l l u s
P h a l a c r o c o r a x a u r i t u s
M o l o th r u s a t e r
Ja y , B l u e
K e s t r e l , A m e r i c a n
K i l ld e e r
K i n g fi s he r , B e l t e d
M e r l i n
M o c k i n gb i r d , N o r th e r n
T i tm o u s e , T u ft e d
O v a i b i r d
C o r v u s b r a c hy r hy n c h o s O w l , G r e a t H o m e d
Co r v u s o s s ifr a g u s
Z e n a i da m a c r o u r a
A n a s p l a ty r hy n c ho s
C a r p o d a c u s m e x i c a n u s
C o l ap t e s a u r o a t u s
C a r d u e l i s t rt s t i s
B r a n t a c a n a de n s i s
Qu i s c a l u s qu i s c u l a
B o n a s a u mb e l l u s
L a r u s m a r i n u s
L a m s a r g e n t a t u s
L a r u s de l a w a r e n s i s
B u t e o p l a typ te r u s
A c c ip i t e r c o o p e r i i
B u te o j a m a i c e n s i s
A c c i p t e r s t r i a t u s
A r de a he r o d i a s
B u to r i d e s v i r e s c e n s
A r c h i l o c h u s c o l u b r i s
Ph o e be , E a s t e r n
R a i l , V i r g i n i a
R a v e n , Co mm cm
R o b in
,
A m e r i c a n
S a n de r l i n g
S k im m e r , B l a c k
S pa r r o w , S o n g
T hr u s h , H e rm i t
T h r u s h , Wo o d
T u r k e y , W i ld
T u r n s t o n e , Ru dd y
V e e i y
V u l t u r e , B l a c k
Wa rb l e r
,
B l a c lq ro l l
Wa r b l e r
,
C a n a da
W a r b l e r , y e l l o w - r u n q ) e d
Wa r b l e r , B l a d e - t h r o a t e d B lu e
W a x w in g , C e d a r
C a p t i v e N o r th A m e r i c a n B i r d S pe c i e s
Cy a n o c i t t a c r i s t a t a
F a l c o sp a r v e r i u s
C h a r a d r i u s v o c if e r u s
C e r y l e a l c y o n
F a l c o c o l u mb a ri u s
Mi mu s
, p o ly g l o t o s
C h o r d e i l e s m i n o r
Se i u r u s a u r o c ap i l l u s
B u bo v i r g i n i a n u s
S a y o m i s p h o e be
Ra l l u s l i m i c o l a
C o r v u s c o r a x
T u r d u s m i g r a t o r i u s
C a l i d ri s a lb a
Ry n c h op s n i g e r
Me l o s p i z a m e l o d i a
C a t h a r u s g u t t a t u s
Hy lo c i c h l a m u s t e l i n a
Me l e a g r i s g a l l o p a v o
A r e n a r i a i n t e r p r e s
C a t ha r u s fi i s c e s c e n s
C o r a g yp s a t r a t u s
D e n d r o i c a s t r i a t a
Wi l s o n i a c a n a de n s i s
D e n d r o i c a c o r o n a t a
D e n d r o i c a c a e r u l e s c e n s
B o mby c i l l a c e d r o r u m
C r a n e
,
S a n dh i l l
E a g l e , B a ld
G u l l , L a u g h i n g
G r u s c a n a d e n s i s
H a l i a e e t u s l e u c o c ep h a l u s
L a r u s a t r i c i l l a
M a gp ie , B l a c k - b i l l ed
N ight
- H e r o n , B l a c k - c r o w n e d
O w l , Sn o w y
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P i c a p i c a
Ny c t i c o r a x n y c t i c o r a x
Ny c t e a s c a n d i a c a
T a b le 2 . S p e c i e s f o u n d p o s i t i v e f o r t h e WN V in s u r v e i l l a n c e e fl fo rt s .
(S o u r c e :U SG S- N WH C)
C a p t i v e N o rt h A m e ri c a n B i r d Sp e c ie s
C r a n e
,
Sa n d hi ll G r u s c a n a d e n s i s M a g p ie , B l a c k - b ill e d P i c a p i c a
E a g l e , B a ld H a l ia e e t u s l e u c o c ep ha l u s N i g ht - H e r o n , B la c k - c r o w n e d Ny c t i c o r a x n y c t i c o r a x
G u ll , L a u g hi n g L a m s a t r i c i l l a O w l , Sn o w y Ny c te a s c a n d i a c a
O t h e r F r e e - R a n g in g B i r d Sp e c ie s
D o v e
,
R o c k (p ig e o n )
P h e a s a n t , R i n g
- n e c k e d
Sp a r r o w , H o u s e
B a t , B ig b r o w n
B a t
,
L it t l e b r o w n
C hi p m u n k , E a s t e r n
St a r l i n g , E u r o p e a n
Sw a n , M u t e
Co lu m ba l i v i a
P h a s i a n u s c o l c h i c u s
P a s s e r d o m e s t i c u s
F r e e - R a n g i n g M a m ma l S pe c i e s
Ep t e s i c u s f u s c u s R a c c o o n
My o t i s l u c if u g u s Sk u n k , St r ip e d
Ta m ia s s tri a t u s
P e t a n d Ot h e r D o m e s t i c a t e d Sp e c ie s
St u m u s v u lg a r i s
Cy g r m s o l o r
P r o c y o n l o t o r
M ep h i t i s m e p h i t i s
C a t
C hi c k e n
C o c k a t ie l
C o c k a t o o
D o g
F i n c h
,
Z e b r a
G o o s e , d o m e s t ic
E x o t ic Sp e c ie s h o u s e d in Z o o s
H o r s e
M a c a w
P a r a k e e t
P e a c o c k
R a b b i t , d o m e st i c
T u r k e y , d o m e s t i c
Co r m o r a n t
,
G u a n a y
D u c k , B r o n z e -
w in g e d
F la m in g o , Ch i l e a n
P h e a s a n t , H im a la y a n
I m p e y a n
T r a g o p a n , B ly t he
'
s
f ^ f^ -^ j ^^M f j * :^ * f j ^ r -g i g « i # .
F i g u r e 4 WN V t r a n s m i s s i o n c y c l e (S o u r c e : C D C , 2 0 0 2 )
W e s t N i l e V i r u s T r a n s m i s s i o n C v c l e
ifl o s Q u fi o y e c l o
~ A -«,r
CD C
O v e r w i n t e ri n g i s b y v e r t i c a l t r a n s m i s s i o n t hr o u gh m o s q u i t o o v a a n d i n f e c t e d ,
h i b e r n a t i n g a d u l t m o s q u i t o e s (4 , 2 5 ) . T h e CD C a n d t h e U SD A h a v e s u g ge s t e d th a t WN V
s u r v i v a l d u ri n g th e w i n t e r c a n b e a c h i e v e d b y i n f e c t i o n o f u r b a n - a d a pt e d C u l e x
m o s q u i t o e s . M i l d e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s d u r i n g w i n t e r c o u l d a l s o p r o m o t e
s u r v i v a l A m i d - w i n t e r i s o l a t e fr o m a h a w k s u g g e s t s t h a t c h r o n i c i n f e c t i o n a n d
v e r t e b r a t e - t o - v e r t e b r a t e t r a n sm i s s i o n c o n t ri b u t e s t o w i n t e r s u r v i v a l . I n N o r t h A m e r i c a t h e
N a t i o n a l W i l d l i f e H e a l t h C e n t e r o f t h e U . S . G e o l o gi c a l S u r v e y r e p o r t s t h a t 8 0 s p e c i e s o f
w i l d a n d do m e s t i c b i r d s h a v e be e n fo u n d p o s i t i v e fo r WN V d u ri n g s u r v e i l l a n c e e f f o rt s
(T a b l e 2 ) . T h e C D C i n c o o r d i n a t i o n w i t h o t h e r F e d e r a l , s t a t e a n d lo c a l p u b l i c h e a l t h
a ge n c i e s h a v e d o c u m e n t e d 2 7 s p e c i e s o f m o sq u i t o e s t h a t a r e a b l e t o t r a n s m it WN V t o
b i r d s
,
h u m a n s
,
h o r s e s a n d o t h e r m a m m a l s ( 17- 18 , 2 5 ) . T h e n u m b e r o f h u m a n i n f e c t i o n s
w i t h WN V i n t he U n i t e d St a t e s fo r t h e y e a r s 19 9 9 - 2 0 0 1 w a s 6 2 , 2 1, a n d 3 1, r e s p e c t i v e l y
( 1 1- 15 ) . T h e f i r s t h u m a n c a s e s (3 ) o f t h e y e a r 2 0 0 2 w e r e r e p o rt e d i n L o u i s i a n a o n J u ly
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T a b l e 3 . C l in i c a l i n f e c t i o n s w i t h WN V in t h e U n i t e d S t a t e s - 19 9 9 - 2 0 0 2 ( So u r c e CD C , 2 0 0 1)
* ( ) = f a t a l # o f c a s e s O - A s o f 2 2 J u ly 2 0 0 2
I n f e c t i o n c a s e s 19 9 9 2 0 00 2 0 0 1 2 0 0 2 "
H u m a n s 6 2 ( 7) * 2 1 (2 ) 6 6 ( 9 )
H o r s e s 2 5 ( 9 ) 5 8 (2 3 ) 7 33 (2 10 ) 2 3 (6 )
WUd bi r d s 19 4 4 3 2 3 7 3 3 3 4 3 7
M o s q u i t o p o o l s 6 7 4 8 1 3 2 2 2 6
S e n t i n e l c h i c k e n s 10
T h e c o m b i n e d 19 99 - 2 0 0 2 fa t a l i t i e s a r e 1 8 o u t o f 15 2 c l i n i c a l c a s e s I n s e r o l o g i c a l
s u r v e y s d o n e i n 19 9 9 b y th e CD C , u p t o 2 . 6% o f t h e p o pu l a t i o n o f t h e C i t y o f N e w Y o r k
s h o w s s e r o c o n v e r s i o n t o WN V (4 ) . T h e i n t e r p r e t a t i o n o f t hi s f a c t i s t h a t o n l y a fe w
p a t i e n t s sh o w c l i n i c a l sy m p t o m s o f a c t i v e i n f e c t i o n . WN V i n f e c t i o n r a n ge s fr o m n o
a p p a r e n t s i g n s , f l u - l i k e s y m p t o m s , t o e n c e p h a l i t i s , a n d d e a th . E l d e r l y i n d i v i d u a l s o l d e r
t h a n 7 5 y e a r s o f a g e a r e m o r e s u s c e p t i b l e t o d e v e l o p a c t i v e i n f e c t i o n ( 1 1, 12 , 19 ) .
M o s t c o m m o n m o sq u i t o v e c t o r s i n t h e U n i t e d St a t e s a r e C u l e x q u in q u ef a s c i a t m ,
C u l e x p ip i e n s , C u l e x s a l i n a r i m , a n d C u l e x r e s t u a n s ( 12 , 1 8) O th e r ge n e r a o f v e c t o r s
m c hx de A e d e s , A n o p h e l e s , C o q u i l l e t i d i a , O c h l e r o t a t u s , a n d P s o r o p h o r a . A n im p o r t a n t
f a c t o r i n t h e e p i d e m i o l o g y o f WN V i s t h a t m o s q u i t o e s o f t h e C u l e x ge n u s a r e w e l l
a d a p t e d t o s u r v i v e a n d m u l t i p l y i n u r b a n s e t t i n g s i n d i s c a r d e d t i r e s , c o n t a i n e r s , p o n d s a n d
o th e r m a n - m a d e s t r u c t u r e s (2 , 1 8, 2 4 ) . N a t u r a l h o s t s a l s o p l a y a n i m p o r t a n t e p i de m i o l o gi c
r o l e i n d i s e a s e d i s p e r s i o n . M i gr a t o r y b i r d s u s i n g t h e e a s t e r n fl y w a y h a v e b e e n im p l i c a t e d
i n t he d i s t r i b u t i o n o f t h e v i r u s t o s o u t h e r n U n i t e d St a t e s . In 2 00 0 , s u r v e i l l a n c e sh o w e d
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e x p a n s i o n o f v i r a l a c t i v i t y t o 12 st a t e s e x t e n d i n g f r o m t h e C a n a d i a n b o r d e r t o N o r t h
C a r o l i n a , a d i s t a n c e o f 9 0 0 k i l o m e t e r s (5 , 13 , 17 - 18 ) . In 2 00 1, a l a r g e o u t b r e a k o f e q u i n e
c a s e s (n = 5 5 1) i n F l o ri d a , G e o r g i a a n d A l a b a m a s u g g e s t e d WN V r e a c h e d t h o s e s t a t e s
be c a u s e o f m i g r a t o r y b i r d a c t i v i t y . T h e n u m b e r o f r e p o r t e d e q u i n e c a s e s i n 2 0 0 1
r e p r e s e n t s a t w e l v e - f o l d i n c r e a s e fr o m 2 0 0 0 l e v e l s ( T a b l e 3 ) . S u r v e i l l a n c e i n d i c a t e s t h a t
i n t e n s e v e c t o r a c t i v i t y i n c r e a s e s t h e ri s k s o f i n f e c t i o n i n h o r s e s a n d h u m a n s . I n h u m a n s
WN V i n f e c t i o n i s c h a r a c t e ri z e d b y s e l f - l i m i t i n g sy m pt o m s o f w e a k n e s s , m a l a i s e , a n d
p o o r c o o r d i n a t i o n . M o r t a l i t y i s a b o u t 1 0% , e sp e c i a l l y i n pe o p l e o l d e r t h a n s e v e n t y - fi v e
ye a r s o f a g e .
WN V - i n d u c e d m o r t a l i t y i n h o r s e s i s s i g n i fi c a n t , a p p r o x i m a t e l y 3 8% I n r e l a t i o n t o
v e t e ri n a r y p u b l ic h e a l t h, t h e h o r s e i s t h e m o s t c o m m o n l y i n f e c t e d d o m e s t i c l i v e s t o c k
s p e c i e s . In s e r o l o gi c a l s u r v e i l l a n c e e f o rt s d o gs , c a t s , sq u i r r e l s , r a c c o o n s , m i c e a n d r a t s
h a v e b e e n f o u n d p o s i t i v e b u t t h e y a p p e a r t o b e m o r e r e s i s t a n t t o i n f e c t i o n t h a t h o r s e s .
H o r s e s a r e i n c i d e n t a l h o s t s o f t h e v i r u s , b e c o m i n g i n f e c t e d b y th e b i t e o f m o sq u i t o e s ,
p ri m a ri ly m e m b e r s o f t h e C u l e x g e n u s ( 13 , 17 ). A s WN V b e c o m e s a n e n d e m i c a g e n t i n
t he U n i t e d St a t e s i t m a y h a v e a n e c o n o m i c im p a c t i n t he t r a d i n g o f r a c e h o r s e s . C u r r e n t l y ,
t h e E u r o pe a n U n i o n (E U ) e x e r c i s e s s t ri c t o v e r s i g ht o n th e im p o r t a t i o n o f h o r s e s fr o m
c o u n t i e s i n t h e U n i t e d St a t e s t h a t h a d p o s i t i v e c a s e s o f WN V o r a n y h o r s e t h a t h a s
p o s i t i v e t i t e r s a g a i n s t WN V . In t w o o c c a s i o n s l a s t y e a r t h e E U r e fu s e d e n t r y t o h o r s e s
t h a t sh o w e d p o s i t i v e t it e r s f o r WN V . In b o t h c a s e s , t h e h o r s e s h a d b e e n imm u n i z e d f o r
WN V . T h e im p l i c a t i o n f o r o w n e r s o f h i g h l y p ri c e d T h o r o u ghb r e d s i s t h a t t h e u s e o f t h e
v a c c i n e sh o u l d b e b a s e d o n ri sk a n a l y s i s a n d s c i e n c e . St a t e s w i t h im p o rt a n t e q u i n e
1 1
i n du s t ri e s (e . g . K Y , F L , N Y ) r e g u l a r l y a l l o c a t e s i g n i fi c a n t a m o u n t s o f
r e s o u r c e s t o v e c t o r c o n t r o l p r o g r a m a n d p u b l i c e d u c a t i o n t o m i n i m i z e e c o n o m i c l o s s e s
T h e fi r s t d o c u m e n t e d c a s e s o f WN V i n fe c t i o n i n h o r s e s w e r e r e p o r t e d i n E gy p t a n d
F r a n c e i n t h e e a r ly 19 6 0 s ( 1, 2 ) . E p id e m i c s h a v e o c c u r r e d i n I s r a e l d u r i n g 19 5 0 - 19 54 a n d
i n 19 5 7 . O t he r e p i de m i c s h a v e be e n r e p o r t e d i n t h e R ho n e d e l t a o f F r a n c e i n 196 2 a n d
20 0 0
,
i n R o m a n i a a n d R u s s i a i n 19 9 6 - 19 9 9 ( 13 , 14 ) . T h e l a r g e s t r e c o r d e d e p i d e m i c s
o c c u r r e d i n So u t h A fi i c a i n 19 74 a n d i n R u s s i a i n 19 9 6 . T h e R u s s i a n e p i de m i c w a s
c h a r a c t e ri z e d by a l a r g e n u m b e r o f h u m a n c l i n i c a l c a s e s , c l o s e t o 90 0 ( 1, 4 )
O t h e r v e r t e b r a t e h o s t s t h a t c a n b e c o m e i n f e c t e d w i th WN V i n c l u d e t h e b i g b r o w n b a t
{Ep t e s i c u s f u s c u s ), l i t t l e br o w n b a t {My o t i s l u c if u g u s ) , e a s t e r n c h i p m u n k ( T a m i a s
s t r i a t u s ) , r a c c o o n {P r o c y o n l o t o r ) , d o m e s t i c c a t {F e l i s d o m e s t i c u s ) a n d r a b b i t s ( 18 ) . I n
N o rt h C a r o l i n a
,
t h e a ge n c y r e s p o n s i b l e f o r m o n i t o ri n g WN V i s t h e D i v i s i o n o f
E n v i r o n m e n t a l H e a l t h . T h e a ge n c y r e p o rt e d th a t i n 2 0 0 1 2 h o r s e s a n d 1 1 b i r d s t e s t e d
p o s i t i v e f o r WN V i n th e s t a t e (T a b l e 4 ) .
D u ri n g th e e a r l y p a rt o f t h e y e a r 2 0 0 0 , F e d e r a l a u t ho ri t i e s de v e lo p e d a s u r v e i l l a n c e
sy s t e m t o m o n i t o r a c t i v e c a s e s o f WN V i n t h e U n i t e d St a t e s . T h e sy s t e m t r a c k s a l l t yp e s
o f i n f e c t i o n s (e . g . h u m a n s , b i r d s , h o r s e s , m o sq u it o - p o o l s ) a n d i t i n v o lv e s t h e c o o p e r a t i o n
o f t h e f o l l o w i n g Fe d e r a l d e p a r tm e n t s a n d a ge n c i e s ; U SD A , CD C , U S G S , E PA w i th s t a t e
a n d l o c a l p u b l i c h e a l t h a ge n c i e s T h e C D C a n d t h e U SG S m a n a ge th e d a t a b a s e C DSfD I
( w w w u s g s g o v ) t h a t m o n i t o r s o c c u r r e n c e o f WN V a n d o t h e r n a t u r a l a n d e n v i r o n m e n t a l
d i s a s t e r s . A t t he p r e s e n t t im e , WN V s u r v e i l l a n c e b y p u b l i c h e a l t h a ge n c i e s c o n t i n u e s .
P o t e n t i a l a p p r o a c h e s t o l im i t i n g th e sp r e a d o f i n f e c t i o n i n c l u d e v e c t o r c o n t r o l ,
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v a c c i n a t i o n o f s u s c e p t i b l e h o s t a s w e l l a s e d u c a t i o n o f t h e p u b l i c . I m p l e m e n t i n g
p e r s o n a l p r o t e c t i v e m e a s u r e s t o r e d u c e e x p o s u r e t o m o s q u i t o e s i s a n e f f e c t i v e w a y o f
l im i t i n g t h e s p r e a d o f t h e d i s e a s e S o m e o f t h e s e i n c l u de t h e u s e o f i n s e c t r e p e l l a n t s ,
a v o i d i n g o u td o o r a c t i v i t i e s i n t im e s w h e r e v e c t o r s a r e m o r e a c t i v e a n d t h e e l im i n a t i o n o f
t he i r p o t e n t ia l b r e e d i n g a r e a s (e . g . d i s c a rd e d t i r e s ) .
2 . V a c c i n e O v e r v i e w
T h e U SD A r e g u l a t e s v e t e ri n a r y v a c c i n e s , a n d r e q u i r e s t h a t a l l fu l ly l i c e n s e d v a c c i n e s
m u s t be p u r e , s a f e , p o t e n t a n d e f fi c a c i o u s . C o n d i t i o n a l l i c e n s e s m a y b e gr a n t e d b y U SD A
u n d e r e x p e d i t e d p r o c e d u r e s
"
i n o r d e r t o m e e t a n e m e r g e n c y c o n d i t i o n , l im i t e d p r o d u c t ,
l o c a l s i t u a t i o n , o r o t h e r s p e c i a l c i r c u m s t a n c e .
"
C o n d i t i o n a l l y l i c e n s e d pr o du c t s m u s t h a v e
p r o v e n p u ri t y , s a f e t y a n d a r e a s o n a b l e e x p e c t a t i o n o f e f fi c a c y . U SD A u s u a l l y a l s o
r e q u i r e s p r o g r e s s r e p o r t s f r o m th e m a n u f a c t u r e r c o n c e r n i n g e f fo r t s t o c o m p l e t e fi i U
l i c e n s e r e q u i r e m e n t s .
C o n d i t i o n a l l y l i c e n s e d p r o d u c t s f r e q u e n t l y d o n o t h a v e f u l l v a c c i n a t i o n / c h a l l e n g e
s t u d i e s c o m p l e t e a t t h e t im e o f c o n d i t i o n a l l i c e n s u r e , b u t i n o r d e r t o e x p e d i t e p r o d u c t
a v a i l a b i l i t y , U SD A a c c e p t s m o r e i n d i r e c t e v i d e n c e t o e s t a b l i s h a r e a s o n a b l e e x p e c t a t i o n
o f e f fi c a c y . A l s o , s i n c e t h e m a n u f a c t u r e r
'
s ba t c h r e l e a s e p o t e n c y t e s t i s n o r m a l l y
c o n s i d e r e d b y U S D A t o b e f i n a l a n d c o m p l e t e o n l y a ft e r t h e p o t e n c y t e s t m e th o d i s
p r o v e n t o c o r r e l a t e t o t h e v a c c i n a t i o n c h a l l e n g e s t u d y , U SD A a l m o s t a l w a y s c o n s i d e r s
p o t e n c y t e s t d e v e l o p m e n t s t u d i e s i n c o m p l e t e a n d o n g o i n g u n d e r c o n d i t i o n a l l i c e n s u r e .
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N o rt h C a r o l i n a W e s t N i l e V i r u s C a s e s L a b o r a t o r y C o n fi r m e d
C o u n t y S p e c i e s D a t e C o l l e c t e d
C a ba r r u s B l u e J a y 8/ 8/ 2 0 0 1
C a m d e n A m e ri c a n C r o w 9 / 15/ 2 0 0 1
C a m d e n A m e ri c a n C r o w 9 / 16 / 2 0 0 1
Cu r ri t u c k A m e ri c a n C r o w 9 / 2 0 / 2 0 0 1
Cu r ri t u c k A m e ri c a n C r o w 9/ 2 7 / 2 0 0 1
M e c k l e n b u r g A m e ri c a n C r o w 9 / 2 4 / 2 0 0 1
C h o w a n A m e ri c a n C r o w 10 / 3/ 0 1
C a b a r r u s B l u e J a y 10 / 3 / 0 1
H y de
H y d e
H y de
P a s q u o t a n k
H o r s e
S e n t i n e l H e n
S e n t i n e l H e n
H o r se
0 9 / 2 6 / 0 1
9 / 17 / 0 1
9/ 17 / 0 1
9 / 2 7 / 0 1
P i t t S e n t i n e l H e n 10 / 2 3 / 0 1
T a b le 4 C a s e s o f WN V in f e c t io n s i n N o rt h C a r o l in a in 2 0 0 1 . ( S o u r c e ; N C D e p a rt m e n t o f H e a l t h , 2 0 0 2 )
So u r c e : h t t p : / / d e h e n r s t a t e n c u s / p hp m / p a g e s / h t m l/ c o n fi r m e d _ p o s i t i v e h t m l
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O n A u g u s t 1 , 2 0 0 1 t h e A n i m a l a n d P l a n t H e a l t h I n s p e c t i o n S e r v i c e (A P fl S, U SD A )
i s s u e d a c o n d i t i o n a l l i c e n s e t o F o r t D o d g e L a b o r a t o ri e s , I n c , a d i v i s i o n o f A m e ri c a n
H o m e P r o d u c t s , I n c f o r a v a c c i n e i n t e n d e d t o a i d i n t h e p r e v e n t i o n o f d i s e a s e i n
h o r s e s c a u s e d by We s t N i l e v i r u s . P r o d u c t u s e i s r e s t ri c t e d t o a l i c e n s e d
v e t e ri n a ri a n w it h a p p r o v a l fr o m st a t e r e g u l a t o r y a c t i v i t y . T h e v a c c i n e i s f o r
i n t r a m u s c u l a r u s e i n h o r s e s T w o d o s e s a r e r e q u i r e d , g i v e n 3 t o 6 w e e k s a p a r t .
A n n u a l r e v a c c i n a t i o n s a r e r e c o m m e n d e d a ft e r t h e i n i t i a l s e t o f im m u n i z a t i o n s .
T h e c o s t o f t h e v a c c i n e f o r t h e c o n s u m e r i s $ 16 . 0 0 p e r d o s e .
D e v e l o p m e n t o f t h e e q u i n e v a c c i n e u t i l i z e d g e n e t i c m a t e ri a l fr o m th e o ri g i n a l WN V
i so l a t e fr o m N e w Y o r k (N Y 9 9 ) de ri v e d f r o m h u m a n a n d a v i a n c l i n i c a l c a s e s . T h e
m a t e ri a l w a s i n o c u l a t e d i n t o h o r s e s . T h o s e h o r s e s t h a t d e v e l o p e d c l i n i c a l e n c e p h a l i t i s
w e r e e u t h a n i z e d a n d v i r a l m a t e ri a l w a s o b t a i n e d f r o m t h e i r c e n t r a l n e r v o u s s y s t e m t o
c r e a t e t h e v a c c i n e
"
s e e d
"
.
V e r o 7 6 c e l l s w e r e t h e n i n o c u l a t e d w i th th e v i r u s t o v e r i fy
i n f e c t i v i t y a n d t o i s o l a t e a n d p u ri fy t h e v a c c i n e a n t i g e n T h e WN V v a c c i n e t y p e i s k i l l e d
a n d a dj u v a n t e d w i t h M e t a St im ™ , a n e x c l u s i v e sy n t h e t i c a g e n t i n F o r t D o d g e s
'
e q u i n e
v a c c i n e s . I t c o n t a i n s e a s y - t o - m e t a b o l i z e l i p i d s t h a t s t im u l a t e t he imm i m e s y s t e m a n d
r e d u c e s t h e p o t e n t i a l f o r i n j e c t i o n s i t e r e a c t i o n s .
A c c o r d i n g t o F o rt D o d g e t e c h n i c a l v a c c i n e l i t e r a t u r e t h e a dj u v a n t w o r k s i n t w o
p h a se s . P h a s e 1 i s t h e l i p i d - b a s e d . T h e l i p i d c o m p o n e n t d i s p e r s e s a n d f o r m s d r o p l e t s i n
a n a q u e o u s e n v i r o n m e n t Su r f a c e t e n s i o n a n d t h e o i l /w a t e r i n t e r f a c e d i s t ri b u t e t h e
dr o p l e t s u n i f o r m l y . P h a s e 2 i s t h e s u r f a c t a n t p h a s e i n w h i c h t h e l i p i d i s b r o k e n d o w n i n t o
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s m a l l e r s p h e r e s , i n c r e a s i n g i t s s u r f a c e a r e a s o t h e i m m u n e c e l l s c a n m o r e e a s i l y p r o c e s s
t h e a n t i ge n . W h e n t h e a n t i g e n p a r t ic l e s a r e a d d e d t o t h e a dj u v a n t p r i o r t o u s e , t h e y a r e
u n i f o r m l y d i s p e r s e d a r o u n d th e d r o p l e t . T h e i n c r e a s e d a v a i l a b i l i t y o f t h e a n t i g e n a l l o w s
f o r a s t r o n g e r imm u n e r e s p o n s e .
A ft e r a dm i n i s t r a t i o n
,
t h e im m u n e s y s t e m r e s p o n d s t o t h e p r e s e n t e d a n t i g e n r e s u l t i n g
i n sp e c i fi c im m u n i t y F i g u r e 5 d e p i c t s t h e b a s i c c o m p o n e n t s o f t h e a dj u v a n t M e t a St im ™ .
D u r i n g c l i n i c a l t r i a l s t h e v a c c i n e w a s t e s t e d i n 6 4 9 h o r s e s i n fi v e s t a t e s . I t w a s sh o w n t o
b e 9 6 . 2 8% fr e e o f l o c a l o r s y s t e m i c r e a c t i o n s .
A h o r s e t h a t h a s b e e n im m u n i z e d f o r WN V w i th t h e c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e v a c c i n e
w i l l d e v e l o p a n t i b o d y t i t e r s a g a i n s t t h e v i r u s Si n c e i t i s im p o s s i b l e t o d i s t i n g u i sh
a n t i b o d i e s g e n e r a t e d b y n a t u r a l c l i n i c a l i n f e c t i o n a n d th o s e p r o d u c e d b y a c t i v e im m u n i t y
(v a c c i n e ) , p r o b l e m s o f e c o n o m i c n a t u r e m i gh t a ri s e i f a v a c c i n a t e d h o r s e i s t o be
t r a n s p o r t e d t o s o m e c o u n t ri e s o f t h e E u r o p e a n U n i o n t h a t a r e fi
"
e e f r o m WN V . T h e sa m e
i s a l s o t r u e f o r h o r s e s f r o m E u r o p e u s e d i n i n t e r n a t i o n a l c o m pe t i t i o n s A c o u n t r y m a y n o t
w a n t t o p a r t i c i p a t e i n e q u i n e e v e n t s h e l d i n t h e U n i t e d St a t e s i f t he s t a t e i n w h i c h th e
c o m p e t i t i o n t a k e s p l a c e h a s a c t i v e c a s e s o f WN V T h e e p i d e m i o l o g y o f WN V i n th e
U n i t e d St a t e s d u r i n g t h e l a s t t h r e e a n d a h a l f y e a r s s u g ge s t s t h a t i t w i l l s o o n b e a c o a s t - t o -
c o a s t a r b o v i r a l p a t h o ge n
Fo r t D o d g e s
' WN V e q u i n e v a c c i n e i s t he o n l y p r o d u c t a v a i l a b l e f o r c o n d i t i o n a l u s e
i n t h i s c o u n t r y . C o n s i d e r a b l e r e s e a r c h i s b e i n g d o n e a t t he U . S . A r m y M e d i c a l R e se a r c h
I n s t i t u t e o f I n f e c t i o u s D i s e a s e s (U SA M R HD ), t h e C D C , a n d th e U SD A t o d e v e l o p
v a c c i n e s a ga i n s t WN V i n f e c t i o n i n h u m a n s , p o u l t r y a n d p o t e n t i a l l y o t h e r a n im a l s .
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F i g u r e 5 M e t a s t im a dj u v a n t o f t h e W N V v a c c i n e
/ e P h a s e 1 : L ip id
-
T h e i i p i d c o n i p o i i e n t
d i s p e r s e s a n d ft w m s d r o p l e t s
i n a n a f :|u e o j s e n v i r o n
'
i f i i t
Su r f a c e t e n s io n d r c l t h e
O i V
'
v v c i l e t i n t e rl a c e d l s t n b u ;e
l l i e d K j p i e t s u n i f o r m iy
Ph a s e 2 : S u r f a c t a n t
T h e s u r f a c t a n t p h a s e b t i W K s
t h e l i p id i n t o e v e n s m a - le r
s p n e r e s i n c r e a s i n g i t s s u r f a c e
a r e a s o t h e im m u n e c e l l s c a n
m o r e a g g r e s s i v e ly p r o c e s s
t h e a r i i iq e n





3^ f S t
'
v V h- e n t h e a n t i g e n d h
- I k Io ' ^
di \ Q a o o e d l o i h o d d i u v c i r t
p r i c j ! t c J SP , t h e y a r p i . i i
' t n n ^ i y
d i - ^ p e
'
s e d a r n u n a t h e ti i o p . r t
T h i s i n c r e a s e d e a i ' d u d b i i i t v o f
a r T i g e r a l lo w s
^ o t d s t t o n c c^ i
i m n ^ u n e r p i u o n s c
I ' t f i - i '
2 SS , < t A ^
^ ^
^ ,











i m m u n e s y st e m l e s p r i n d s
^ t o t h e O i e s e n t e d a n t c e r t'
Th f ^ i G s u l t is a n i n t r n a s e d l e v e l
- ^ ^ tt < ?
"
o f ' u g h ly s p e c i f ic i m r n u n i t v
M e t a St im p r o d u c e s a m o r e c i i n i c a i i y e f f e c t i v e
im m u n i t y i n y o u r p a t ie n t s .
I s r a e l i r e s e a r c h e r s h a v e d e v e l o p e d a n d r e c e i v e d a p p r o v a l f o r a v a c c i n e t o b e u s e d i n
I s r a e l t o p r o t e c t g e e s e i n c o m m e r c i a l o p e r a t i o n s (4 ) . WN V i s a b l e t o i n f e c t 8 0 sp e c i e s o f
w i l d a n d d o m e s t i c b i r d s a n d s e v e r a l sp e c i e s o f w i l d a n d d o m e s t i c m a m m a l s
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n . M E T H O D S A N D MA T E R I A L S
A . A n im a l S e l e c t i o n a n d St u d y D e s i g n
M a r e s a n d g e l d i n g s o f v a r y i n g a g e s a n d b r e e d s w e r e u s e d i n t h e i n v e s t i g a t i o n .
(T a b l e 5 ) . E a c h a n i m a l w a s g i v e n a p h y s i c a l e x a m i n a t i o n t h a t i n c l u d e d d e t e r m i n a t i o n s o f
t e m p e r a t u r e , p u l s e a n d r e s p i r a t o r y r a t e s a n d g e n e r a l b e h a v i o r a l s t a t u s . T h e h o r s e s o f t h i s
i n v e s t i g a t i o n w e r e s t a b l e d a t t h e F o r t B r a g g e q u i n e f a c i l i t y i n C u m b e r l a n d C o u n t y , N C
W e s t N i l e v a c c i n a t i o n s w e r e a d m i n i s t e r e d o n A p r i l 1 1 a n d M a y 9 , 2 0 02 . V a c c i n e l o t a n d
s e r i a l n u m b e r w e r e L o t 16 6 6 3 C a n d 16 6 6 10 9 A
,
r e s p e c t i v e l y E x p i r a t i o n d a t e o n t h e l a b e l
i s 0 1 M A R 2 0 0 4 . E a c h d o s e c o n s i s t e d o f a 1- m l i n t r a m u s c u l a r i n j e c t i o n a dm i n i s t e r e d i n
t h e m u s c l e s o f t h e n e c k A l l h o r s e s i n t h e s t u d y w e r e c u r r e n t i n t h e i r im m u n i z a t i o n s (e g . ,
r a b i e s
,
e q u i n e r h i n o p n e u m o n i t i s , e q u i n e i n fl u e n z a , e a s t e r n a n d w e s t e r n e q u i n e
e n c e p h a l i t i s ) a n d c u r r e n t a n d n e g a t i v e f o r t he e q u i n e i n f e c t i o u s a n e m i a v i r u s (C o g g i n s
t e s t ) .
B . Sp e c im e n c o l l e c t i o n a n d s t o r a g e
B l o o d w a s c o l l e c t e d fo r s e r u m o n A p r i l 1 1, M a y 9 , a n d J u n e 13 , 2 0 0 2 t o a s s e s s t h e
im m u n e r e s p o n s e a ft e r v a c c i n a t i o n s . C o l l e c t i o n w a s d o n e b y j u g u l a r v e n i p u n c t u r e v i a a
V a c u t a i n e r ® u s i n g a 2 0 g a u g e n e e d l e . B l o o d w a s a l l o w e d t o c o a g u l a t e f o r 1 h o u r . A ft e r
c o a g u l a t i o n t h e s e r u m c o m p o n e n t w a s s e p a r a t e d by c e n t ri fi i g a t i o n a n d t r a n s fe r r e d t o 3 - m l
r e d t o p t u b e s f o r s t o r a g e . E a c h t u b e w a s l a b e l e d w i t h t h e d a t e o f c o l l e c t i o n a n d th e
a n i m a l s
' i d e n t i fi c a t i o n . Sa m p l e s w e r e k e pt u n d e r n o r m a l f r e e z i n g c o n d i t i o n s i n a
c o mm e r c i a l r e fr i g e r a t o r u n t i l t h e y w e r e s hi p p e d by o v e r n i g h t c o m m e r c i a l c o u r i e r t o t h e
N a t i o n a l V e t e ri n a r y Se r v i c e L a bo r a t o ri e s (N V SL ) o f t h e U SD A i n A m e s , I o w a .
T a b l e 5 , A n im a l i d e n t i fi c a t i o n , b r e e d , a g e , s e x , a n d d a y s o f v a c c in a t io n , A p ri l
- M a y 2 0 0 2
I d e n t i fi c a t i o n
1 SP O T T Y
2 SA M
3 M I DN I G H T
4 JA C K
5 F A N C Y
6 CRI MSO N
7 CL A R E N C E
8 B U CK
9 B A R O N
10 H OM E R
1 1 T E R R I E
1 2 SH I L O H
B r e e d
A p p a l o o s a
T h o r o u gh b r e d
T e n n e s s e e W a lk e r
Qu a r t e r H o r s e
Q u a r te r H o r s e
Qu a r t e r H o r s e
Qu a rt e r H o r s e
A r a bi a n
Qu a rt e r H o r s e
Qu a rt e r H o r s e
Qu a rt e r H o r se
Qu a rt e r H o r se













Se x V a c c i n a ti o n D a t e s
M a l e 1 1 A p ri l 0 2 , 9 M a y 0 2
M a l e 1 1 A p ri l 0 2 , 9 M a y 0 2
M a l e 1 1 A p ri l 0 2 , 9 M a y 0 2
M a l e 1 1 A p ri l 0 2 , 9 M a y 0 2
F e m a l e 1 1 A p r il 0 2 , 9 M a y 0 2
F em a le 1 1 A p r il 0 2 , 9 M a y 0 2
M a l e 1 1 A p ri l 0 2 , 9 M a y 0 2
M a l e 1 1 A p ri l 02 , 9 M a y 0 2
M a l e 1 1 A p ri l 0 2 , 9 M a y 0 2
M a l e 1 1 A p ri l 02 , 9 M a y 0 2
M a l e 1 1 A p ri l 0 2 , 9 M a y 0 2
M a l e 1 1 A p ri l 02 , 9 M a y 0 2
C . A n t i b o d y t i t e r a s s e s s m e n t
A t t h e N V SL , a s s e s sm e n t o f a n t ib o dy t i t e r s f o r W N V i n t h e s a m p l e s w a s pe r f o r m e d
a c c o r d i n g t o t e s t i n g l a b o r a t o r y p r o t o c o l # E O P R O 14 0 1 0 1 w h i c h w a s a p p r o v e d o n M a y
5*
,
2 0 0 1. T h e p l a q u e r e d u c t i o n v i r u s n e u t r a l i z a t i o n (P R N T ) t e s t i s u s e d t o d e t e c t a n d
q u a n t i t a t e sp e c i fi c s e r u m a n t i b o d i e s d i r e c t e d a g a i n s t WN V . T h e t e s t i s p e r f o rm e d b y
19
a s s a y i n g s e r u m d i l u t i o n s a g a i n s t a c o n s t a n t c o n c e n t r a t io n o f v i r u s I n t h e f i r s t s t e p , s e r u m
d i l u t i o n s a r e m i x e d w it h e q u a l v o l u m e s o f k n o w n v i r u s c o n c e n t r a t i o n a n d i n c u b a t e d .
T h e n
,
t h e v i r u s - s e r u m m i x t u r e i s i n o c u l a t e d o n t o s e n s i t i v e c e l l c u l t u r e s i n 2 5 c m
^
fl a sk s ,
o r 6 w e l l p l a t e s . C e l l s a r e o v e r l a i d w i t h a n a ga r s o l u t i o n , a l l o w e d t o i n c u b a t e fo r s e v e r a l
da y s a n d th e n o v e r l a i d w i t h a s e c o n d a g a r s o l u t i o n c o n t a i n i n g a n e u t r a l r e d dy e
Fo l l o w i n g a n o v e r n i g ht i n c u b a t i o n , t h e fl a s k s / p l a t e s a r e o b s e r v e d f o r t h e f o r m a t i o n o f
v i r u s - p r o d u c e d p l a q u e s . Se r u m t ha t r e d u c e s t h e n u m b e r s o f p l a q u e s b y 9 0 % o r gr e a t e r , a s
c o m p a r e d w it h th e v i r u s c o n t r o l fl a s k s , a r e c o n s i d e r e d p o s i t i v e f o r v i r u s n e u t r a l i z i n g
a n t i b o d y T i t e r s a r e r e p o r t e d a s < 1 : 10 , 1: 10 , 1 : 10 0 , o r > 1: 10 0 .
S a m p le s w e r e t e s t e d f o r v i r u s - n e u t r a l i z i n g a n t i b o d i e s t o WN V (N Y 9 9 - 4 13 2 s t r a i n , 1
V e r o c e l l p a s s a g e ) by t he p l a q u e - r e d u c t i o n n e u t r a l i z a t i o n t e s t i n V e r o 7 6 c e l l c u l t u r e s
D D a t a a n a l y s i s
A n a l y s i s o f d a t a r e l a t e d t o t h e e fi c a c y o f t h e WN V v a c c i n e i n t h e p o p u l a t i o n s a m p l e
w a s p e r f o r m e d u s i n g th e © SA S I n s t i t u t e I n c JM PI N s t a t i s t i c a l s o ft w a r e , v e r s i o n 4 . T h e
p o p u l a t i o n s a m p l e o f t h i s s t u d y c o n s i s t e d o f 12 a n i m a l s r a n d o m l y s e l e c t e d fr o m th e e n t i r e
p o p u l a t i o n o f 3 5 a n im a l s T h e a l p h a l e v e l o f s i g n i fi c a n c e w a s s e t a t 0 . 0 5 .
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i n . R E SU L T S
A . H o r s e s
B a s i c i n f o r m a t i o n o n t h e t w e l v e a n im a l s t h a t c o n s t i t u t e t h e s a m p l e po p u l a t i o n i n t h i s
s t u d y i s l i s t e d i n T a b l e 4 . T h e m e a n a g e o f ho r s e s i n t h e p o p u l a t i o n s a m p l e i s 15 17 y e a r s
w i t h a s t a n d a r d d e v i a t i o n o f 5 4 4 T h e s a m p l e m e d i a n a n d r a n g e f o r t h e v a r i a b l e o f a g e
w e r e 15 5 y e a r s a n d 19 (2 6 - 7 ) , r e sp e c t i v e l y (T a b l e 6 ) . N o n e o f t h e h o r s e s d e v e l o p e d
a n a p h y l a c t i c s h o c k a ft e r v a c c i n e a dm i n i s t r a t i o n o r l o c a l i n j e c t i o n si t e i n fl a m m a t i o n i n t h e
fo r m o f gr a n u l o m a o r a b s c e s s . T a b l e 6 l i s t s t h e s e r o l o g i c a l da t a f o r t h e p o p u l a t i o n
s a m p l e o n d a y s 0 , 2 8 , a n d 6 3 a ft e r i n i t i a l v a c c i n a t i o n f o r WN V .
O n d a y 0 (A p ri l 1 1, 2 0 0 2 ) a l l h o r s e s o f t h i s s t u dy r e c e i v e d t h e fi r s t d o s e o f t h e WN V
v a c c i n e . Se r o l o g i c a l a n a ly s i s r e v e a l e d th e y d i d n o t h a v e d e t e c t a b l e t i t e r s a ga i n s t WN V o n
th a t p a r t i c u l a r d a t e . O n da y 2 8 (M a y 9 , 2 0 0 2 ) t h e h o r s e s w e r e i mm u n iz e d a g a i n w i t h 1- m l
o f t h e WN V v a c c i n e i n t r a m u s c u l a r l y P l a q u e r e d u c t i o n n e u t r a l i z a t i o n t e s t s (P R N T )
r e v e a l e d th a t t h r e e h o r s e s o u t o f 12 (2 5% ) d i d ha v e p o s i t i v e a n t i b o d y t it e r s f o r WN V a t
t h e 1: 10 0 l e v e l (2 ) a n d a t t h e 1 : 10 l e v e l ( 1) . T h e a ^ s o f t h e s e g e ld i n g s w e r e 12 , 12 , a n d
19 y e a r s .
O n d a y 6 3 (J u n e 13 , 2 0 0 2 ) 7 5% o f t h e h o r s e s (9 o u t o f 12 ) w e r e fo u n d w i t h d e t e c t a b l e
a n t i b o dy t i t e r s f o r W N V a t t h e 1: 10 0 l e v e l (5 ) a n d a t t h e 1: 10 l e v e l (4 ) . A t t he p r e s e n t
t im e n o n e o f t h e h o r s e s h a s s h o w n a n y c l i n i c a l s i g n s o f WN V o r a n y o th e r a r b o v i r a l
i n f e c t i o n
A n im a l i d e n t i f i c a t io n D a y 0 T i t e r s D a y 2 8 T i t e r s D a y 6 3 T i t e r s A g e (y e a r s )
SP O T T Y N E G ( 1 : 10 ) N E G ( 1 : 10 ) P O S ( 1 : 10 ) 14
SA M N E G 1 : 10 ) PO S ( 1 : 10 0 ) P O S (> 1 10 0 ) 12
M I D N I G H T N E G 1 : 10 ) N E G ( 1 : 10 ) N EG ( 1 : 10 ) 10
JA C K N E G 1 : 10 ) PO S ( 1 : 10 0 ) P O S ( > 1 : 10 0 ) 19
F A N CY N E G 1 : 10 ) N E G ( 1 : 10 ) P O S ( 1 : 10 0 )
CR IM SO N N E G 1 : 10 ) N E G ( 1 : 10 ) P O S (> 1 : 10 0 ) 19
C L AR E N C E N E G 1 : 10 ) P O S ( 1: 10 ) P O S (> 1: 10 0 ) 12
B U C K N E G 1 : 10 ) N E G ( 1 : 10 ) N E G ( 1 : 10 ) 17
B A R O N N E G 1 : 10 ) N E G ( 1 : 10 ) P O S (1 : 10 ) 1 8
H O ME R N E G 1 : 10 ) N E G ( 1 : 10 ) PO S ( 1: 10 ) 1 9
T E R R I E N E G 1: 1 0 ) N E G ( 1: 1 0 ) N E G ( 1: 10 ) 2 6
SH I L O H N E G 1 : 10 ) N E G ( 1 : 10 ) P O S ( 1: 10)
T a b l e 6 A n t i bo d y t it e r s a g a in s t WN V in t h e sa m p l e p o p u l a t io n
2 2
B S t a t i s t i c a l a n a l y s i s
R i s k f a c t o r s o f a g e , s e x , a n d b r e e d w e r e n o t a n a ly z e d i n t h i s i n v e s t i ga t i o n d u e t o
s m a l l s u b - s a m p l e s iz e s a n d l a c k o f i n d e p e n d e n c e o f t h e t w o v a c c i n a t i o n e v e n t s , w hi c h
w o u l d r e n d e r h y p o t h e s i s t e s t i n g n o n - s i gn i f i c a n t . T h e r e f o r e , p r e s e n t a t i o n o f a l l d a t a
s h o u l d b e i n t e r p r e t e d w i t h c a u t i o n .
D u e t o t im e a n d b u d g e t c o n s i d e r a t i o n s t h e po p u l a t i o n s a m p l e w a s s e t a t 12 o u t o f a
t o t a l e q u i n e p o p u l a t i o n o f 3 5 . D e t e c t a b l e l e v e l s o f a n t i b o d i e s i n t he s a m p l e p o p u l a t i o n
a ft e r t h e f i r s t a n d s e c o n d v a c c i n a t i o n s w e r e 3 (2 5% ) a n d 9 (7 5% ), r e s p e c t i v e ly T h e
s t a t i s t i c a l a n a l y s i s u t i l i z e d fo r t h i s i n v e s t i ga t i o n w a s t h e M c N e m a r c h i - s q u a r e d (y^ ) t e s t
f o r b e f o r e - a ft e r m e a s u r e m e n t s T h i s t e s t i s a m a r g i n a l h o m o g e n e i t y o f p r o p o r t i o n s , w h i c h
d e t e r m i n e s w h e t h e r t h e p r o p o r t i o n r e s p o n d i n g u n d e r t w o c o n d i t i o n s i s t h e s a m e
A dj u s tm e n t s a r e m a d e f o r t h e fa c t t h a t t h e da t a i n v o l v e p a i r s (e a c h p a i r i s o n e o b s e r v a t i o n
u n d e r o n e c o n d i t i o n a n d o n e o b se r v a t i o n u n de r t h e o th e r c o n d i t i o n ) . T h e M c N e m a r c h i -
s q u a r e d (x ) t e s t f o r m u l a i s l i s t e d i n T a b l e 7 , w h i c h i l l u s t r a t e s t h e c e l l c a t e g o r i e s
c o m p a r i n g tw o c r i t e r i o n o f c l a s s i f i c a t i o n t h a t t h e t e s t f o r m u l a i s b a s e d o n , f o l l o w s :
X
^ = (b - c )
^
/ b + c
T a b l e 7
2 x 2 C o n t i n g e n c y T a b l e
2 3
S t a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d o n t h e i n i t i a l (d a y 0 ) , fi r s t v a c c i n a t i o n (d a y 2 8) a n d
s e c o n d v a c c i n a t i o n (d a y 6 3 ) t i t e r s t o d e t e r m i n e i f t h e r e w a s s im i l a r s i g n i f i c a n c e i n t i t e r
l e v e l s b e tw e e n t h e m . T a b l e s 8 a n d 9 a r e t h e c o n t i n g e n c y t a b l e s o f i n i t i a l b y fi r s t
v a c c i n a t i o n a n d i n i t i a l b y s e c o n d v a c c i n a t i o n . E a c h t a b l e i s f o l l o w e d b y th e M c N e m a r
c h i - s q u a r e d t e s t , w h i c h i s c o m p a r e d t o t h e c r i t i c a l c hi
- s q u a r e d v d t h o n e d e gr e e o f
f r e e d o m a t t h e 0 0 5 s i gn i fi c a n c e l e v e l (9 5% c o n fi d e n c e ) . O n e d e gr e e o f f r e e d o m i s b a s e d
o n t h e n u m b e r o f r o w s m i n u s o n e m u l t i p l i e d by t h e n u m b e r o f c o l u m n s m i n u s o n e
[ (r - l )(c - l )] r u l e f o r fi n d i n g d e gr e e s o f fi
'
e e d o m t o a 2 x 2 c o n t i n g e n c y t a b l e (4 2 ) .
T a b l e 8
I n i t i a l T i t e r L e v e l s b y F i r s t - V a c c i n a t i o n T i t e r L e v e l s
F i r s t V a c c i n a t i o n T i t e r s
I n i t i a l T i t e r s + —
+ 0
12
T o t a l 12 12
M c N e m a r i = (3 - 12 )^ / 3 + 12 = 5 . 4 0
C r i t i c a l x ^ l d f ) a t 0 . 0 5 s i g n i fi c a n c e l e v e l = 3 . 84
M c N e m a r -i (5 . 4 0 ) > C r i t i c a l x ^ (3 84 ), s o r ej e c t H o
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T a W e 9
I n i t i a l T i t e r L e v e l s b y S e c o n d - V a c c i n a t i o n T i t e r L e v e l s
S e c o n d V a c c i n a t i o n T i t e r s
I n i t i a l T i t e r s +
+
12
T o t a l 12 12
M c N e m a r i = (9 - 12 )^ / 9 + 12 = 0 4 2 8 6
C r i t i c a l x
^
( l d f) a t 0 . 0 5 s i g n i f i c a n c e l e v e l = 3 84
M c N e m a r -^ (0 4 2 8 6 ) < C ri t i c a l -^ (3 . 8 4 ) , s o c a n n o t r ej e c t H o
A l im i t e d i n t e r p r e t a t i o n o f t h e M c N em a r c hi - s q u a r e d t e s t s i s t h a t t h e r e i s a d i f f e r e n c e
b e t w e e n t h e o b se r v e d t i t e r l e v e l s s e e n b e tw e e n t h e i n i t i a l v a c c i n a t i o n gr o u p a n d t h e fi r s t
a n d se c o n d v a c c i n a t i o n g r o u p . F u r th e r r e f i n e m e n t o f t h e s t u dy d e s i g n i s n e c e s s a r y t o
c o m p a r e t h e i mm u n e r e s p o n s e b e tw e e n a n e ga t iv e c o n t r o l g r o u p w i th a n e x p e ri m e n t a l
o n e
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I t i s g e n e r a l l y a c c e p t e d th a t WN V i s n o w a w e l l - e s t a b l i sh e d e n d e m i c a r b o v i r u s i n t h e
U n i t e d S t a t e s . A l m o s t f o u r y e a r s a ft e r i t s i n i t i a l a p p e a r a n c e i n N e w Y o r k C i t y i n l a t e
s u m m e r 19 9 9
,
WN V i s p r e s e n t i n 3 0 s t a t e s i n t h e U S A , t h e C a n a d i a n P r o v i n c e o f O n t a r i o
a n d t h e C a r i b b e a n i s l a n d o f G r a n d C a ym a n A s o f J u l y 7 , 2 0 0 2 th e w e s t e r n m o s t
d o c u m e n t e d d i s t r i b u t i o n o f WN V i n c o n t i n e n t a l U n i t e d St a t e s (C O N U S ) i s H a r ri s C o u n t y
i n So u t he a s t e r n T e x a s (H o u s t o n ) . T h r e e h u m a n c a s e s h a v e b e e n r e p o r t e d i n Ju l y 2 0 0 2 i n
t h e s t a t e o f L o u i s i a n a .
I n 19 9 9 WN V o u t b r e a k s w e r e r e c o r d e d i n 4 s t a t e s (N Y , N J , C T , M D ). S i x t y - tw o
h u m a n s de v e l o p e d c l i n i c a l d i s e a s e a n d 7 d i e d . E q u i n e i n f e c t i o n s w e r e 2 5 w i th 9 d e at h s
a n d 194 w i l d b i r d s t e s t e d p o s i t i v e f o r WN V I n t h e y e a r 2 0 0 0 WN V e x p a n d e d t o 8 n e w
s t a t e s (R I , D E , M A , PA , N H , N C , V T , V A ) a n d t h e D i s t ri c t o f C o l u m b i a D u ri n g th e
2 0 0 0 o u tb r e a k w e o b s e r v e d l e s s h u m a n i n f e c t i o n s a n d m o r e v e t e ri n a r y i n f e c t i o n s .
T w e n t y - o n e h u m a n c l i n i c a l i n f e c t i o n s w e r e r e c o r d e d a n d o n l y 2 f a t a l it i e s . T h e n i m i b e r o f
e q u i n e c l i n i c a l i n f e c t i o n s a lm o s t t ri p l e d f r o m 19 99 l e v e l s t o 5 8 a c t i v e c a s e s w i t h 2 3
f at a l i t i e s (3 9 . 7% m o r t a l i t y r a t e ) . In f e c t i o n s o f w i l d b i r d s i n c r e a s e d a lm o s t 2 3 t im e s f r o m
19 4 ( 19 9 9 ) t o 4 32 3 a n im a l s i n 20 0 0 . I n t e r m s o f g e o g r a p h i c a l d i s t ri b u t i o n , WN V
d i s p e r s e d a b o u t 9 0 0 k m fr o m t h e C a n a d i a n b o r d e r t o N o r t h C a r o l i n a
I n 2 0 0 1 WN V c o u l d b e f o u n d i n 2 7 s t a t e s a n d th e D i s t ri c t o f C o l u m b i a . WN V
r e a c h e d s o u t h e r n U n i t e d St a t e s (F l o ri d a , G e o r g i a , A l a b a m a ) a n d e x t e n d e d w e s t w a r d t o
L o u i s i a n a a n d A r k a n s a s . In f e c t i o n l e v e l s i n a l l a f f e c t e d s p e c i e s w e r e h i g h e r t h a n t h e o n e s
o b s e r v e d i n 2 0 0 0 S i x t y - s i x h u m a n s w e r e c l i n i c a l l y i n f e c t e d a n d 9 p e o p l e d i e d (M R
13 . 6% ). T h e n u m b e r o f e q u i n e c a s e s e x p e r i e n c e d a 12 - f o l d i n c r e a s e t o 7 3 3 c a s e s w h i l e
t h e n u m b e r o f w i l d b i r d s d i a g n o s e d w i t h WN V r o s e t o 7 , 3 3 3 c a s e s . F i v e h u n dr e d a n d
f i ft y o n e o f t h e e q u i n e i n f e c t i o n s (7 5% o f 2 0 0 1 c a s e s ) o c c u r r e d i n a c o n c e n t r a t e d f o c u s o f
i n f e c t i o n i n n o rt h e r n F l o ri d a
,
s o u t h e r n G e o r g i a a n d e a s t e r n A l a b a m a th a t s u gg e s t s a
p o s s i b l e r o l e o f m i gr a t o r y b i r d s i n WN V di s pe r s a l .
M o s t p r o b a b l y , t h e h e a l t h im p a c t s o f WN V w i l l b e o b se r v e d i n e l d e r l y pe o p l e a n d
s u s c e p t i b l e e q u i n e a n d w i l d b i r d po p u l a t i o n s . Sp o r a d i c h u m a n m o r t a l i t y t o t h e v i r u s w i l l
o c c u r i n t h e f u t u r e a s t h e v i r u s s pr e a d s w e s t i n t h e U n i t e d St a t e s a n d s o u t h t o C e n t r a l a n d
So u t h A m e ri c a w i t h m i g r a t o r y b i r d s H u m a n m o r t a l i t y m i g ht b e h i g h e r t h a n 10% i n s o m e
L a t i n A m e ri c a n c o u n t ri e s w h e r e f u n d i n g f o r v i r u s s u r v e i l l a n c e a n d v e c t o r c o n t r o l m i g h t
n o t e x i s t . WN V i s o n e o f s e v e r a l i n f e c t i o u s d i s e a s e s t r a n sm i t t e d b y b i o l o g i c a l v e c t o r s
e m e r g i n g a t a n a c c e l e r a t e d p a c e t hr o u g ho u t t h e w o r l d ( 1- 2 , 6- 9 ) So m e i n v e s t i g a t o r s
s u g g e s t t h a t t h e e m e r g e n c e o f v a ri o u s i n fe c t i o u s p a t h o ge n s t hr o u gh o u t t h e w o r l d i s p a rt l y
d u e t o a n t hr o p o ge n i c a c t i v i t i e s t h at i n d u c e e n v i r o n m e n t a l d e g r a da t i o n (i . e . d e f o r e s t a t i o n ,
h a b i t a t f r a gm e n t a t i o n ) , gl o b a l t r a d e a n d t r a v e l a n d g l o b a l w a r m i n g ( 2 0 ) . Wi t h o u t a d o u b t ,
WN V h a s b e c o m e e n d e m i c i n N A a n d i s e x p a n d i n g i t s r a n ge i n t h e U n i t e d St a t e s a n d
C a n a d a ( 1, 2 , 4 , 5 , 2 3 ) . A t t h e p r e s e n t t im e , 3 1 s t a t e s , t h e D i s t ri c t o f C o l u m b i a a n d th e
C a n a d i a n p r o v i n c e o f O n t a ri o h a v e h a d a c t i v e c a s e s o f WN V . A n a c t i v e s u r v e i l l a n c e
s y s t e m e s t a b l i s h e d b y f e de r a l , s t a t e a n d l o c a l g o v e r n m e n t s i s i n p l a c e t o m o n i t o r t h e
d i s t ri b u t i o n o f t h e v i r u s I t a p p e a r s t h e WN V ha s b e e n a b l e t o s u r v i v e t he w i n t e r s e a s o n s
i n N o rt h A m e ri c a i n m o sq u i t o a n d w i l d b i r d p o p u l a t i o n s . U n u s u a l b e n i g n w i n t e r
2 7
c o n d i t i o n s i n 1 9 9 8 - 2 0 0 1 h a v e a l l o w e d a n i n c r e a s e d s u r v i v a l r a t e o f t h e v e c t o r a n d h a v e
p r o b a b l y f a v o r e d WN V ra n g e e x p a n s i o n s o u t h a n d w e s t i n t h e U n i t e d St a t e s (2 1, 2 3 ^ 5) .
F u t u r e p r o t e c t i o n o f b o t h h u m a n s a n d a n im a l s f r o m WN V i n f e c t i o n w i l l r e q u i r e t h e
i m p l e m e n t a t i o n o f p u b l i c h e a l t h m e a s u r e s t h a t i n c l u d e v e c t o r a n d p a t h o g e n m o n i t o r i n g ,
v e c t o r c o n t r o l a n d d e v e l o p m e n t o f WN V v a c c i n e s i n t e n d e d fo r hu m a n s a n d o t h e r
d o m e s t i c a n im a l s (h o s t im m u n i z a t i o n ) . T h e u s e o f p e s t i c i d e s b y c o m m i m i t i e s t o c o n t r o l
v e c t o r p o p u l a t i o n s i s e f f e c t i v e a n e f f e c t i v e a p p r o a c h b u t i t c a n b e e n v i r o n m e n t a l l y t a x i n g .
U s e a n d m o n i t o r i n g o f a w e b - b a s e d s u r v e i l l a n c e s y s t e m c o u l d b e a d v a n t a g e o u s t o
c o m m u n i t i e s . D e t e c t i o n o f e a r l y b i o l o g i c a l a c t i v i t y a t t he c o u n t y l e v e l o f c o m m u n i t y
o r g a n i z a t i o n c a n l o w e r p e s t i c i d e u s e s i g n i f i c a n t l y . T h i s w e b - b a s e d r e p o r t i n g a n d
su r v e i l l a n c e sy s t e m s e f f e c t i v e l y l i n k s a n d p r o m o t e s e p i d e m i o l o g i c a l t r a i n i n g a m o n g
F e d e r a l
,
s t a t e a n d l o c a l p u b l i c h e a l t h o r ga n i z a t i o n s . E x a m p l e s o f t h e s e w e b - b a s e d n e t s
a r e A r b o N e t
,
C I N D I a n d P r o M e d T h e sy s t e m u t i l i z e s m a p p i n g r e s o u r c e s o f t h e U n i t e d
St a t e s G e o l o g i c a l Su r v e y , h u m a n e p i de m i o l o g i c a l t o o l s f r o m t h e C D C a n d v e t e r i n a r y
e p i d e m i o l o g i c a l d a t a f r o m U SD A t o g e n e r a t e n a t i o n a l , s t a t e a n d c o u n t y m a p s f o r t h e
e n t i r e c o u n t r y .
St a t e s (e . g N Y , N J , FL ) a r e b e g i rm i n g t o i n i t i a t e f u m i g a t i o n a n d o t h e r v e c t o r c o n t r o l
p r a c t i c e s b a s e d o n d a t a g e n e r a t e d b y m o s q u i t o - p o o l s e r o l o g i c a l s u r v e y s a n d b i r d
m o r t a l i t y r a t e s . T h e n e t e f f e c t o f t h e s e e f f o r t s i s t o r e d u c e th e u s e o f p e s t i c i d e s a n d
m a n p o w e r a n d a l l o c a t e r e s o u r c e s w h e n r i s k s o f t r a n s m i s s i o n a n d i n f e c t i o n a r e h i g h e r .
D u r i n g t h e l a s t f o u r y e a r s , WN V i n f e c t i o n s p r e d o m i n a n t l y p e a k i n l a t e s u m m e r
t h r o u g h o u t t h e f a l l .
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T h e d e v e l o p m e n t o f v a c c i n e s t o p r o t e c t h u m a n s a n d o t h e r d o m e s t i c a n i m a l s w i l l
d i r e c t l y h e l p t o r e d u c e th e m o r b i d i t y a n d t h e m o r t a l i t y o f WN V i n f e c t i o n s i n N o rt h
A m e r i c a a n d th r o u g h o u t t h e w o r l d WN V m a y c o n s t i t u t e a n a r b o v i r u s t h a t w i l l t ri gg e r a
p l e t h o r a o f r e s e a r c h a n d v a c c i n e d e v e l o pm e n t t h a t c a n b e a d a p t e d f o r u s e i n o t h e r
m e m b e r s o f t h e v i r a l f a m i l y F l a v i v i r i d a e . W i t h m o r t a l i t y r a t e s i n s o m e a v i a n s p e c i e s o f
o v e r 9 7%
,
3 8 - 4 0% m o r t a l i t y in h o r s e s a n d u p t o 10% m o r t a l i t y i n h u m a n s , WN V i s a n
im p o rt a n t e m e r g i n g p u b l i c h e a lt h th r e a t i n b o th h u m a n a n d v e t e ri n a r y m e d i c i n e .
T h e r e s u l t s o f t h i s s t u d y i n d i c a t e t h a t t h e WN V v a c c i n e w a s c a p a b l e o f i n d u c i n g
p r o t e c t i v e a n t i b o d y t i t e r s i n 2 5% o f v a c c i n a t e d a s e a r l y a s 2 8 d a y s a ft e r a fi r s t d o s e
a dm i n i s t r a t i o n . A ft e r c o m p l e t i o n o f t h e r e c o m m e n d e d v a c c i n e r e g im e n (tw o d o s e s 3 - 6
w e e k s a p a rt ) , 7 5% o f t h e a n im a l s p r o d u c e d pr o t e c t i v e a n t i b o d y t i t e r s . T h e WN V v a c c i n e
a p p e a r s t o o f f e r a n a c c e p t a b l e l e v e l o f p r o t e c t i o n i n l o c a t i o n s t h a t e x h i b i t h i g h d e n s i t i e s
o f m o sq u i t o e s . T h i s p r o t e c t i o n i s e n h a n c e d w h e n s t e p s a r e t a k e n t o c o n t r o l m o sq u i t o
p o p u l a t i o n s i n pa rt i c u l a r v i c i n i t y . I n c r e a s e d h y g i e n e a n d s a n i t a t i o n p r a c t i c e s (e . g . , pr o p e r
t i r e a n d w a t e r c o n t a i n e r d i sp o s a l , p r o m p t r e m o v a l o f o r g a n i c w a s t e s ) d o r e d u c e t h e
a v a i l a b l e h a b i t a t f o r m o s q u i t o r e p r o d u c t i o n . V e c t o r c o n t r o l w i t h a p p r o v e d p e s t i c i d e s i s
a l s o e f f e c t i v e
,
e s pe c i a l l y d u ri n g e x p l o s i v e e x p a n s i o n o f m o sq u i t o p o p u l a t i o n s d u ri n g th e
r a i n y s e a s o n .
WN V v a c c i n e d e v e l o p m e n t i n t e n d e d f o r h u m a n u s e a n d o th e r a n i m a l sp e c i e s (e . g .
po u l t r y , c o m p a n i o n a n im a l s ) i s c u r r e n t l y t a k i n g p l a c e i n g o v e r n m e n t r e s e a r c h
l a b o r a t o ri e s (U SA M R II D , C D C , U SD A ) a n d b i o t e c hn o l o g y fi r m s (Fo rt D o d g e , M e ri a l ,
N o v a rt i s ) . R e fi n e m e n t o f m o l e c u l a r t e c h n i q u e s i n t h e i s o l a t i o n a n d i d e n t i fi c a t i o n o f
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f l a v i v i r u s e s w i l l a l l o w fo r t h e m a n u f a c t u ri n g o f p u r e r a n d m o r e e f fi c a c i o u s v a c c i n e s
WN V i s t h e f ir s t a r b o v i r u s f o r w h i c h a u n i fi e d s u r v e i l l a n c e s y s t e m h a s b e e n d e v e l o p e d t o
t r a c k i t s d i s p e r s i o n a n d t o i n f o r m a n d e d u c a t e t h e p u b l i c a b o u t t h i s e m e r g i n g p a th o ge n .
30
V . C O N C L U SI O N
A ft e r r e v i e w i n g t h e p a t t e r n s o f i n f e c t i o n i n h u m a n s a n d a n im a l s a n d i t s a g g r e s s i v e
d i sp e r s a l t h r o u g h o u t N o r t h A m e r i c a w e h a v e t o c o n c l u d e t h a t WN V i s n o w e n d e m i c
t o t h e r e g i o n a n d w i l l b e c o m e a c o a st - t o - c o a s t a r b o v i r a l p a th o g e n I t i s v e r y p o s s i b l e
t h a t t h e v i r u s w i l l r e a c h th e s o u t h e r n h e m i s p h e r e w i t h i n t h i s d e c a d e v i a m i g r a t o r y
b i r d s . A l t ho u g h m o r t a l i t y i n h u m a n s i s a p p r o x i m a t e ly 10% , WN V h a s th e po t e n t i a l o f
a f fe c t i n g a l a r g e n u m b e r o f p e o p l e i f t h e v i r u s i s m a i n t a i n e d i n t h e sy l v a t i c c y c l e i n
m o s q u i t o e s a n d w i l d b i r d s .
WN V i s p r o b a b l y t h e fi r s t f la v i v i r u s f o r w h i c h a w e b - b a s e d , m u l t i - a g e n c y
m o n i t o r i n g a n d s u r v e i l l a n c e s y s t e m h a s b e e n d e s i gn e d t o e du c a t e t h e p u b l i c a n d t o
r e d u c e i t s m o r b i d i t y a n d m o r t a l i t y D e v e l o p m e n t o f a v a c c i n e a g a i n s t WN V i n h o r s e s
m a r k s t h e fi r s t c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e im m u n o g e n a ga i n s t a fl a v i v i r u s a n d h a s
t r i g g e r e d a n d i n t e n s e b i o m e d i c a l r e s e a r c h a c t i v i t y w i t h t h e u l t im a t e g o a l o f
d e v e l o p i n g v a c c i n e s t o p r o t e c t h u m a n s a n d o t h e r d o m e s t i c a n im a l s .
T h e s t u d y i n a l im i t e d w a y c o n fi r m s t h e m a n u f a c t u r e r
'
s c l a im th a t t h e e qu i n e
WN V v a c c i n e i s a b l e t o s t im u l a t e t he p r o d u c t i o n o f a n t i b o d i e s w h e n u s e d a c c o r d i n g
t o t h e r e c o m m e n d e d p r o t o c o l
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V L R E F E R E N C E S
1 P e t e r s e n , L R . a n d R o e h ri g, J . T .
" W e s t N i l e V im s : A R e e m e r gi n g Gl o b a l P a t h o g e n
"
E m e r gi n g In f e c t i o u s D i s e a s e s , V o l . 7 (4 ) , p p 6 1 1- 6 14 (2 0 0 1) .
2 G a r m e n d i a , A . E . , V a n K r u i n i n g e n , H . J . , a n d F r e n c h , R A .
" T h e W e s t N i le v i r u s : i t s
r e c e n t e m e r ge n c e i n N o r t h A m e r i c a M i c r o b e s a n d I n f e c t i o n , V o l . 3 , p p . 2 2 3 - 2 2 9 (2 0 0 1) .
3 Sm i t h b u m
,
K . C .
,
H u g h e s , T . P . , B u r k e , A . W . , a n d P a u l , J H .
" A n e u r o t r o p i c v i r u s
I s o l a t e d f r o m th e b l o o d o f a n a t i v e o f U ga n d a .
"
A m e ri c a n Jo u r n a l o f T r o p i c a l M e d i c i n e
V o l . 2 0
, p p 4 7 1- 4 9 2 ( 19 4 0 ) .
4
. B u n n i n g , M L , B o w e n , R A , c r o p p , B . , e t a l
"
E x p e ri m e n t a l In fe c t i o n o f H o r s e s w i t h
W e s t N i le v i r u s " . E m e r g i n g I n f e c t i o u s D i s e a s e s , V o l . 8 (4 ) , p p (2 0 0 2 ) .
5 . R a p p o l e , J . H . , D e r ri c k s o n , S . R . , a n d H u b a l e k , Z .
" M i gr a t o r y b i r d s a n d Sp r e a d o f
W e s t N i l e V i r u s i n t h e W e s t e r n H e m i sp h e r e
"
. E m e r g i n g In fe c t i o u s D i s e a s e s , V o l . 6 (4 ) ,
p p . 3 19 - 32 8 (2 0 0 0 )
6 K r a m e r
,
L . D .
,
B e r n a r d
,
K A . " W e s t N i l e v i r u s i n b i r d s a n d m a m m a l s . A n n N Y A c a d
Sc i V o l . 9 5 1
, p p . 84 - 9 3 (2 0 0 1) .
7 K r a m e r
,
L D . a n d B e r n a r d
,
K A
" We s t N i l e v i r u s i n t h e W e s t e r n H e m i s ph e r e
"
C u r r e n t O p i n I n f e c t D i s e a s e s V o l 14 (5 ), p p . 5 19 - 5 2 5 (2 0 0 1)












L a n g e v i n , S . , a n d B u n n i n g , M .
" D e t e c t i o n o f
W e s t N i l e v i r u s i n o r a l a n d c l o a c a l sw a b s c o l l e c t e d f r o m b i r d c a r c a s s e s " E m e r g
I n f e c t i o u s D i s e a s e s V o l . 8 (7 ), p p . 74 1- 2 (2 0 0 2 ) .
9 . H o l i c k
,
J . , K y l e , A , F e r r a r o , W , D e l a n e y , R . R . , a n d I w a s e c z k , M .
"
D i s c o v e r y o f
A e d e s a l h o p i c t u s i n f e c t e d w i t h W e s t N i l e v i r u s i n s o u t he a s t e rn P e n n s y l v a n i a
"
J A m
M o s q C o n t r o l A s s o c . V o l . 18 (2 ) , p p . 13 1 (2 0 0 2 ) .
10 T u r e l l , M . J , Sa r d e l e s , M . R , O
'




N S D o hm , D . J .
" P o t e n t i a l v e c t o r s o f
W e s t N i l e v i r u s i n N o r t h A m e ri c a . " C u r r T r o p M i c r o b io l I m m u n o l V o l . 2 6 7 , p p 2 4 1- 2 5 2
(2 0 0 2 )
1 1. So l o m o n , T , a n d V a u gh n , D W .
"
P a t h o ge n e s i s a n d c l i n i c a l f e a t u r e s o f Ja p a n e s e
e n c e p ha l i t i s a n d We s t N i l e v i r u s i n f e c t i o n s .
"
C u r r T r o p M i c r o b i o l I m m u n o l V o l . 2 6 7 , p p .
17 1- 19 4 (2 0 0 2 ) .












a n d K o m a r
,
N . " W e s t N i l e v i r u s i n l i v e s t o c k
a n d w i l d l i f e .
"
Cu r r T r o p M i c r o b i o l I mm u n o l V o l . 2 6 7 , p p . 2 7 1- 3 0 8 (2 0 0 2 ).
3 2
13 R o e h ri g, J T . , L a y t o n , M . , S m i t h , P . , C a m p b e l l , G . L . , N a s c i , R , a n d L a n c i o t t i , R . S .
"
T h e e m e r g e n c e o f W e s t N i l e v i r u s i n N o r t h A m e ri c a : e c o l o g y , e p i d e m i o l o g y , a n d
s u r v e i l l a n c e
"
C u r r T r o p M i c r o b i o l Im m u n o l V o l . 2 6 7 , p p 2 2 3 - 2 4 0 (2 0 0 2 )
14 M i s hr a
,
A . C .
,
a n d M o u r y a , D T .
"
T r a n s o v a ri a l t r a n s m i s s i o n o f W e s t N i le v i r u s i n
C u l e x v i s h n u i m o s q u i t o .
"
I n d i a n J . M e d R e s V o l . 1 1 4 , p p . 2 12 - 2 14 (2 0 0 1) .
15 . H u n t
,
A . R .
,
H a l l
,
R . A .
,
K e r s t
,
A . J .
,
N a s c i
,
R . S .
,
Sa v a g e , H . M . , Pa n e l l a , N A . a n d
R o e h ri g , J T .
"
D e t e c t i o n o f W e s t N i l e v i r u s a n t i g e n i n m o sq u i t o e s a n d a v i a n t i s s u e s b ya
m o n o c l o n a l a n t i b o d y - b a s e d c a p t u r e e n z y m e im m u n o e s s a y .
" J C l i n M i c r o b i o l V o l . 4 0 (6 ) ,
p p 2 0 2 3 - 2 0 3 0 (2 0 0 2 ) .
16 . F o r d - J o n e s
,
E . L .
,
F e a r o n , M . , L e b e r , C , D w i g h t , P . , M y s z a k , M . , C o l e , B . a n d
G r e e n e
,
P . B . " H u m a n s u r v e i l l a n c e f o r W e s t N i l e v i r u s i n f e c t i o n i n O n t a r i o i n 2 0 0 0 " .
C M A J V o l . 16 6 ( 1), p p 2 9 - 3 5 (2 0 0 2 ) .




E b e l , G D , D e u b e l , V . , K e r s t , A J , M u r ri , S , M e y e r , R a n d B o w e n ,
M . " C o mp l e t e g e n o m e s e q u e n c e s a n d p h y l o g e n e t i c a n a l y s i s o f W e s t N i l e v i r u s s t r a i n s
i s o l a t e d fr o m th e U n i t e d St a t e s , E u r o p e , a n d t h e M i d d l e E a s t V i r o l o g y V o l 2 9 8 ( 1) , p p
9 6 - 10 5 (2 0 0 2 ).




a n d B a n e t , C
" T h e r o l e o f b i r d s i n t h e e c o l o g y o f We s t N i l e v i r u s i n
E u r o p e a n d A f ri c a
"
. C u r r e n t T r o p M i c r o b i o l I m m u n o l V o l . 2 6 7, p p . 30 9- 3 2 2 (2 0 0 2 ) .
19 . M a l k i n s o n , M . , B a n e t , C , We i sm a n , Y . , P o k a m i m s k i , S . , K i n g, R . a n d D e u b e l , V
"
I n t r o d u c t i o n o f W e s t N i l e v i r u s i n t h e M id d l e E a s t b y m i g r a t i n g w h i t e s t o r k s E m e r g
I n f e c t D i s e a s e s V o l . 8 (4 ) , p p 3 9 2 - 3 9 7 (2 0 0 2 )
2 0 . D o hm , D . J . , O
'
G u i n n , M . L . , a n d T u r e l l , M . J .
"
E f fe c t o f e n v i r o n m e n t a l t e m p e r a t u r e
o n t h e a b i l i t y o f C u l e x p ip i e m (D i p t e r a :C u l i c i d a e ) t o t r a n sm i t W e s t N i l e v i r u s . J . M e d
E n t o m o l V o l . 3 9 ( 1), p p . 2 2 1- 2 2 5 (2 0 0 2 ).
2 1. M o r b i d i t y a n d M o r t a l i t v W e e k l y R e p o r t .
" O u t b r e a k o f W e s t M i l e - L i k e V i r a l
E n c e p h a l i t i s




. V o l 4 8 (3 8) , p p . 84 5- 8 4 9 (O c t o b e r 0 1, 19 9 9 ) .
2 2 M o r b i d i t y a n d M o r t a l it v We e k l y R e p o r t
" G u i d e l i n e s f o r S u r v e i l l a n c e
,
P r e v e n t i o n
,
a n d C o n t r o l o f We s t N i l e V i r u s In f e c t i o i t —U n i t e d St a t e s " . V o l . 4 9 (0 2 ), p p . 2 5 - 2 8
(Ja n u a r y 2 1, 2 0 0 0 ) .
2 3 M o r b i d i t y a n d M o r t a l i t v W e e k l y R e p o r t .
"
U pd a t e : W e s t N i l e V i r u s A c t i v i t y—E a s t e r n
U n i t e d St a t e s , 2 0 0 0
"
. V o l
.
4 9 (4 6 ), p p . 104 4 - 10 4 7 (N o v e m b e r 2 4 , 2 0 0 0 ) .
2 4 M o r b i d i t y a n d M o r t a l it v W e e k l y R e p o r t
" S e r o s u r v e y s f o r We s t N i l e V i r u s
I n f e c t i o n —N e w Y o r k a n d C o n n e c t i c u t C o u n t i e s , 2 0 0 0
"
. V o l . 5 0 (0 3 ) , p p . 3 7 - 3 9
(Ja n u a r y 2 6 , 2 0 0 1 )
3 3
2 5 . M o r b i d i t y a n d M o rt a l i t y We e k l y R e p o rt
" We e k l y U p d a t e : W e s t N i l e V i r u s
A c t i v i t y—U n i t e d St a t e s , Se p t e m b e r 12 - 18 , 2 0 0 1
"
.
V o l . 5 0 (3 7 ) , p p . 80 5 ( Se p t e m b e r 2 1 ,
2 0 0 1) .
2 6 . M o r b i d i t y a n d M o r t a l i t y W e e k l y R e p o rt
"
A r b o N E T S u r v e i l l a n c e G r o u p . We s t
N i l e A c t i v i t y—- E a s t e r n U n i t e d St a t e s , 2 0 0 1
"
,
V o l . 5 0 , p p . 6 17- 6 19 , (2 0 0 1) .
2 7 . M o r b i d i t y a n d M o r t a l i t y W e e k l y R e p o rt
" W e e k l y U p d a t e : W e s t N i l e V i r u s
A c t i v i t y—U n i t e d St a t e s , N o v e m b e r 1 4 - 2 0 , 2 0 0 1
"
,
V o l . 5 0 (4 7 ) , p p . 1 0 6 1 - 1 0 6 2 ,
(N o v e m b e r 3 0 , 2 0 0 1)
2 8 . M o r b i d i t y a n d M o r t a l i t y We e k l y R e p o rt " W e e k ly U p d a t e : We s t N i l e V i r u s
A c t i v i t y—U n i t e d St a t e s , J u l y 10 - 16 , 2 0 0 2
"
,
V o l . 5 1(2 8 ), p p . 6 2 1, (Ju l y 19 , 2 0 0 2 ).
2 9 . F o rt D o d g e A n im a l H e a l t h WN V V a c c i n e L i t e r a t u r e .
" A dv a n c e s i n E q u i n e V a c c i n e
T e c h n o l o gy
"
FD P 5 0 1, O c t o b e r 1, 2 0 0 1.
30 C e m e s c u , C , N e d e l c u , N , T a r d e i , G . , R u t a , S . , a n d T s a i , T . F
"
C o n t i n u e d
T r a n s m i s s i o n o f W e s t N i l e V i r u s t o H im i a n s i n So u t h e a s t e r n R o m a n i a
,
19 9 7 - 19 9 8
"
.
T h e J o u r n a l o f I n f e c t i o u s D i s e a s e s V o l . 18 1
, p p 7 10 - 7 12 (2 0 0 0 )
3 1. H a n , L . L . , P o p o v i c i , J . P . , A l e x a n d e r , J . P . , e t a l . ,
"
R i s k F a c t o r s fo r W e s t N i l e V i r u s
I n f e c t i o n a n d M e n i n g o e n c e p h a l i t i s , R o m a n i a , 19 9 6
"
. T h e J o u r n a l o f I n f e c t i o u s
D i s e a s e s V o l . 17 9
, p p . 2 3 0
- 2 3 3 ( 19 9 9 )
3 2 U SD A
,
A PH I S. V e t e r i n a r y Se r v i c e s . E m e r g e n c y M a n a ge m e n t N o t i c e 1 .
" W e s t N i l e
V i r u s
,
I s s u a n c e o f A C o n di t i o n a l L i c e n s e f o r E q u i n e v a c c i n e . K i l l e d V i r u s
"
.
A c c e s s e d o n t he i n t e r n e t a t h t t p : / 7\ v ^ w a p hi s u s d a g Q v / l p a / p r e s s / 2 Q0 1/ 0 8 /v v n
A c c e s s e d o n M a r c h 2 7
,
2 0 0 2
3 3 . U SD A
, A P H I S. V e t e r i n a r y S e r v i c e s . F a c t s h e e t .
" W e s t N i l e V i r u s " p p 1 - 2 (A p r i l
2 0 0 0 ).
3 4 . U SG S
,
N WH C " Sp e c i e s F o u n d P o s i t i v e f o r WN V i n Su r v e i l l a n c e E f fo rt s
"
. A c c e s s e d
o n t h e i n t e r n e t a t h t t p : / / \ v
'
\ v w n w h c u s g s go v /n e w s / w r i v a f f e c t e d h t m l o n A u gu s t 2 5 ,
20 0 1.
3 5 H a n , L . L , P o p o v i c i , F . , A l e x a n de r , J P . , L a u r e n t i a , V , T e n g e l s e n , L A . , C e m e sc u ,
C
,
G a r y , H . E . , N e d e l c u , N , C a m p b e l l , G L , a n d T s a i , T . F . ,
" R i s k F a c t o r s f o r W e s t
N i l e V i r u s I n f e c t i o n a n d M e n i n g o e n c e p a h l i t i s , R o m a n i a , 19 9 6 .
"
C o n c i s e
C om m u n i c a t i o n s , T h e Jo u r n a l o f I n f e c t i o u s D i s e a s e s V o l . 17 9 , p p . 2 3 0 - 2 3 3 ( 19 9 9 ).
3 4
3 6 . C i t y o f N e w Y o r k D e p a r tm e n t o f H e a l t h
"
2 0 0 1 C o m p r e h e n s i v e A r t h r o p o d
S u r v e i l l a n c e a n d C o n t r o l P l a n
"
, p p . 1- 3 9 (2 0 0 1) .
3 7 . D a s z a k
,
P . , C i m n i n g ha m , A . A , a n d H y a t t , A D .
" A n t h r o p o g e n i c e n v i r o n m e n t a l
c h a n g e a n d t h e e m e r g e n c e o f i n f e c t i o u s d i s e a s e s i n v d l d l i f e
"
. A c t a T r o p i c a . V o l 7 8 ,
p p . 10 3 - 1 16 (2 0 0 1) .
3 8 E p s t e i n , R
"
B i o l o g i c a l a n d P hy s i c a l Si g n s o f C l i m a t e C h a n ge F o c u s o n M o sq u i t o -
B o r n e D i s e a s e s
"
.
B u l l e t i n o f t h e A m e ri c a n M e t e o r o l o g i c a l So c i e t y V o l . 7 9 , p p . 4 0 9 -
4 17
, ( 19 9 8 ) .
3 9 . E p s t e i n , R .
" I s G l o b a l Wa r m i n g h a r m f u l t o H e a l t h ?
"
Sc i e n t i fi c A m e ri c a n A u g u s t , p p .
2 9 - 3 3
, ( 2 0 0 0 ).
4 0 . R h em
,
K . T A m e ri c a n F o r c e s I n f o r m a t i o n Se r v i c e
" M i l i t a r y B u g C h a s e r s H e l p T r a c k
D o w n We s t N i l e V i r u s " A c c e s s e d o n t h e i n t e r n e t a t
ht t p :/ / w A -\
'
\ v d e f e n s e t m k m i l/ n e w s / M a v 20 0 1/ n 5 10 2 0 0 1 2 0 0 10 5 10 3 ht m l o n J u n e 7
,
2 0 0 2 .
4 1. I n t e r n a t i o n a l So c i e t y f o r I n f e c t i o u s D i s e a s e s . P r o M e d M a i l .
" W e s t N i l e V i r u s
Su r v e i l l a n c e 2 0 0 1 - U SA (N e w Y o r k C i t y ) . A r c h i v e N u m b e r 2 0 0 1 12 13 . 3 0 17 .
A c c e s s e d o n th e i n t e r n e t a t h t t p / / \ v w w p r o m e dm a i 1 o r g o n F e b r u a r y 2 , 2 0 0 2 .
4 2 . D a n i e l
,
W W B i o s t a t i s t i c s : A F o u n d a t i o n f o r A n a l y s i s i n t h e H e a l t h Sc i e n c e s . 7*
E d i t i o n . N e w Y o r k
,
J o h n W i l e y & So n s , 19 9 9
3 5
